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摘要 : 表皮 和 蛋 日 与 几 丁 质 结合 构成 抵御 外 界 不 良 环境 的 昆虫 朋 质 层 , 在 昆虫 的 生长 发 育 及 蚁 皮 硬 化 中 具有 重要 的 
作用 。 为 了 探讨 表皮 蛋白 基因 在 褐 飞 乱 Nilaparvata lugens 生长 发 育 中 的 功能 ， 本 研究 根据 褐飞虱 转录 组 测序 信 
E, 对 其 中 1 个 预测 为 编码 表皮 和 蛋 日 的 Unigene36450 序列 进行 了 克隆 , 并 应 用 灾 光 定量 PCR 和 RNA 干扰 (RNAi) 
技术 分 别 对 该 基因 的 表达 规律 和 功能 进行 了 人 研究。 结果 表 明 : TEEN Unigene36450 全 长 cDNA 开放 阅读 框 长 585 
bp, 编码 的 蛋白 含 194 个 氨基 酸 , RAMA NES R&R 保守 结构 域 , 命名 为 NICP。 转 录 水 平 的 时 序 表达 分 
HEM, NUCP 仅 在 褐 飞 乔 若虫 期 表达 , HE 3 龄 若虫 体内 表达 量 最 高 ,提示 该 基因 编码 的 蛋白 属于 幼虫 表皮 和 蛋 
Ho RNA 干扰 结果 显示 , WE dsNUCP 的 1 龄 末 2 龄 初 (孵化 后 第 3 天 ) 行 虫 在 干扰 6d 和 8 d 时, NUCP 基因 的 表 
达 量 分 别 较 取 食 dsGFP 的 对 照 组 下 降 58.8% 和 45.6% , 差异 极 显著 (已 <0.01) ; Fito CHARA RA 
完全 死亡 , 干扰 5 d 的 存活 率 较 对 照 下 降 26.7% 。 本 人 研究 结果 提示 ,NUCP 与 宰 飞 乱 若 虫 的 生长 发 育 及 晓 皮 相关 ， 
可 以 作为 福 飞 乱 防 治 的 淤 在 靶 标 基因 。 
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Molecular cloning and function analysis of cuticular protein gene NUCP in 
the rice brown planthopper, Nilaparvata lugens ( Hemiptera: 


Delphacidae ) 
MA Yan’, HAO Pei-Ying*, LU Chao-Feng, YU Xiao-Ping* ( Zhejiang Provincial Key Laboratory of 
Biometrology and Inspection & Quarantine , College of Life Sciences, China Jiliang University, Hangzhou 
310018, China) 
Abstract: Insect cuticular protein plays a vital role in insect development and molting sclerosis, by 
combining with chitin as a barrier to the external environment. To study the function of insect cuticular 
protein in the rice brown planthopper, Nilaparvata lugens, the full-length of Unigene36450 predicted to 
code an insect cuticular protein was amplified by RT-PCR and rapid-amplification of cDNA ends 
according to the RNA-seq analysis of transcriptome. Then the real-time quantitative PCR and RNAi 
experiment was conducted to explore the expression pattern and the function of NIJCP. Bioinformatics 
analysis showed that Unigene36450 contains a 585 bp open reading frame encoding a protein of 194 amino 
acid residues, with a consensus region of R&R consensus, so we named it MCP. The transcripts of 
NLICP were detected only in the nymphal stage of N. lugens, and its expression reached the highest level 
in the 3rd instar nymph and then decreased with the nymphal development, suggesting that the coded 
protein of N/JCP belongs to larval cuticular protein. RNAi analysis revealed that N. lugens nymph fed 
with dsNLICP was disturbed, and the expression levels of NIJCP decreased by 58.8% and 45.6% after 
the continuous feeding for 6 and 8 d, respectively, significantly lower than those in the control group 
(P <0. 01). Some nymphs died because of incomplete molting after RNAi, and the survival rate 
decreased by 26.7% compared to the control group after continuous feeding for 5 d. The results suggest 
that NIICP is associated with N. lugens nymphal ecdysis and development, and may serve as a potential 
target gene for controlling N. lugens. 
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7k Ait Kl Nilaparvata lugens Stal 是 亚洲 水 称 
种 植 区 重要 的 害虫 之 一 。 神 飞 乱 主要 通过 吸食 稳 株 
WD) REBT TCS BOK He, GEARS] UGE”, 严重 
影响 粮食 生产 。 褐 飞 乱 具有 迁 飞 性 、 楷 殖 力 和 适应 
力 强 等 特点 ,生产 上 很 难 防治 ( 程 遐 年 等 ,2003 ) 。 
迄今 为 止 , 种 植 抗 性 水 稳 品 种 已 成 为 防治 宰 飞 虱 的 
优选 方案 , 但 是 由 于 大 规模 、 持 续 地 种 植 抗 性 水 
Aa, PBC CRE EAT EES, 新 的 致 害 
PEREIRA TE A A MA RE BIER SBT 
FAME Cheng, 1985). Alt, Ac BUT KI HEYR ANA 
标 信 息 ， 是 发 展 褐飞虱 防治 策略 的 当务之急 。 

昆虫 表皮 和 蛋白 与 几 丁 质 结 合 构 成 昆虫 的 角质 
E, 是 昆虫 抵御 外 界 不 恨 环境 的 重要 保护 屏障 。 
Robers 和 Riddiford (1988) 首次 提出 表皮 和 蛋白 的 
R&R 保守 结构 域 , 标志 着 人 们 开始 关注 昆虫 表皮 
BA. ZAR TAM RAHA, 具有 
R&R 保守 结构 域 的 蛋白 质 能 与 儿 丁 质 结 合 , AE 
日 质 家 族 可 以 分 为 3 个 亚 族 , 分 别 为 RR-1，RR-2 
和 RR-3 ( Iconomidou et al., 1999; Rebers and 
Willis, 2001; Hamodrakas et al., 2002), RRA 
的 结构 和 特征 具有 多 样 性 ,研究 发 现 , 表皮 和 蛋白 的 
保守 结构 域 不 仅 有 R&R 保守 结构 域 (R&R 
Consensus), 还 有 Tweedle 模 体 ( Tweedle motif)、44 
个 氨基 酸 残 其 模 体 (44-amino-acid motif), Ba HA 
酸 模 体 ( glycine-rich motif) ( Guan et al., 2006; 
Togawa et al., 2007; He et al., 2007), HE, BB 
表皮 和 蛋白 可 根据 不 同 的 保守 模 体 分 为 CPR，CPT， 
CPF, CPG 和 CPFL 5 个 大 家 族 。 不 同 的 昆虫 中 表皮 
和 集 日 的 特性 具有 很 大 的 差异 , 表皮 和 集 日 基因 的 表达 
也 具有 组 织 和 时 期 的 特异 性 , 根据 表达 时 期 不 同 可 
分 为 幼 忠 表皮 和 集 日 和 成 虫 表皮 和 集 日 (Karouzou et al., 
2007) 。 

DH ST Bete Be A A BEAL BY SE EE SE HP LE ZR a 
果 蝇 、 按 蚊 、 蜜 蜂 、 赤 拟 合 盗 等 昆虫 (Togawa et al., 
2008; Futahashi et al., 2008), 有 关 褐 飞 恒 表皮 和 蛋 日 
的 研究 尚未 见报 道 。 本 文 根 据 褐飞虱 转录 组 测序 信 
E, 对 其 中 1 个 预测 为 编码 表皮 和 蛋白 的 Unigene 
36450 序列 利用 cDNA 末端 快速 扩 增 -PCR 技术 进行 
全 长 cDNA Fit, 开展 了 相关 的 生物 信息 学 分 析 ， 
并 命名 为 NIICP (N. lugens insect cuticular protein ) 
基因 ,应 用 灾 光 定量 PCR 技术 检测 该 基因 在 不 同 


发 育 时 期 的 表达 水 平 , 利用 RNA 干扰 (RNA 
interference, RNAi) 技术 人 研究 了 NUCP 沉默 的 生物 
学 效应 ,探讨 NUCP 在 褐飞虱 生长 发 育 中 的 表达 规 
律 和 相关 的 功能 , Ty ESET He RE AEA ME 
Ba TA SR Mg BS FE AEA o 


1 材料 和 方法 


1.1 供 试 虫 源 

供 试 虫 源 为 本 实验 室 长 期 饲养 于 水 稳 品 种 TNI 
上 的 褐飞虱 种 群 ,室内 饲养 温度 为 26 上 2 ,相对 
湿度 80% +5% , 光 周 期 16L:8D, 
1.2 主要 试剂 及 仪器 

RNA 提取 试剂 TRIzol 购 目 Invitrogen 公司 ; 
RACE 试剂 盒 (SMART RACE Amplification Kit) X H 
Clontech 公司 ; SER EI CHA (Gel Extraction Kit) 
ly E Axygen 公司 ; KIRAN A ( PrimeScript RT 
Reagent Kit with gDNA Eraser). XJG Æ PCR 试剂 
SYBR Premix EX Taq Al PCR 相关 试剂 购 自 TaKaRa 
公司 ; 体外 转录 试剂 盒 (MECAscript T7 High Yield 
Transcription Kit) J A Ambion 公司 。 实 验 所 用 引物 
由 铀 尚 生物 技术 (上 海 ) 有 限 公 司 合成 , 测序 由 上 海 
桑 尼 生物 科技 有 限 公 司 完成 。PCR (Ma Bio-Rad 
My Cycler, KJG Æ PCR 仪器 为 ABI Step One Plus, 
1.3 总 RNA 的 提取 及 第 一 链 CDNA 的 合成 

采集 褐 飞 乱 不 同龄 期 奋 虫 和 成 虫 材料 ,取样 后 
ERREA MARA. PRA KE SO ~ 
50 KFR, ME 10 k, ARDE TRIzol 法 提取 总 
RNA, $E J 35 AB OH BE JE E yk All Nanodrop 2000 
(Thermo) 进行 RNA 纯度 及 完整 性 检测 。 取 1 hg 的 
总 RNA 为 模板 , 按照 PrimeScript RT Reagent Kit 
with gDNA Eraser 反 转 录 试 剂 盒 操作 说 明 , 获得 第 
一 链 cDNA, 贮存 于 -20Y 备用 。 
1.4 褐飞虱 NUCP 的 全 长 cDNA 克隆 

根据 转录 组 测序 提供 的 表皮 和 蛋白 基因 NUCP 核 
心 序 列 信 息 , 应 用 Primer Premier 5.0 和 Oligo7. 55 
软件 设计 引物 NIICP-F1 和 NIICP-R1( 表 1), 对 序列 
进行 验证 , 扩 增 体系 为 50 pL, 其 中 包含 rTaq DNA 
聚合 酶 (5 U/uL) 0.25 uL, 引物 (10 pmol/L) 各 
2 uL, dNTPs Mixture (2.5 mmol/L) 4 uL, 10 x PCR 
Buffer( 47 Mg** ) 5 pL, cDNA 模板 2 uL, 加 ddH,0 
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表 1 RE, KAES PCR RAM dsRNA 所 涉及 到 的 引物 
Table 1 Primers used in gene cloning, real-time PCR and the synthesis of dsRNA 


引物 序列 (5 -3') 


Primer sequence 


AGTGCCTTTCTTCCTTCC 


GAGTCATACCGTCACCTGTC 
CGTTTTGTATCCTGCCAAGA 
AAGTAGTACTCTTTCTAAAGTTC 


RACE 50-NIICP 


CCACTTTCCTGACGAGTCATACCGT 
CGAACTCCTTGGCTTGTGCGTCT 
ACGCACAAGCCAAGGAGTTCGTC 


GGAAAGTGGAGTGATGAACAACAGGG 


GGAGTTCGTCCCTATCTTGG 
GTTGTTCATCACTCCACTTTCC 
TGCGTGACATCAAGGAGAAGC 
CCATACCCAAGAAGGAAGGCT 


GGATCCTAATACGACTCACTATAGGCGCACTTACACCCACCAC 


引物 用 途 引物 名 称 
Use of primers Primer name 
cDNA 克隆 NIICP-F1 
cDNA cloning NIICP-R1 

NIICP-FL-F 
NIICP-FL-R 
5SI-NIICP 
30-NIICP 
3I-NIICP 
荧光 定量 PCR QNIICP-F 
Real-time PCR QNIICP-R 
Actin-F 
Actin-R 
dsRNA 合成 dsNIICP-F 
dsRNA synthesis dsNIICP-R 
dsGFP-F 
dsGFP-R 


补 齐 至 50 pL, RIERA: 预 变 性 94% 3 min; 
变性 94C 30 s, 退火 温度 55C 30 s, 延伸 72%C 
1 min, 35 个 循环 ; 延伸 72% 10 min, FL 10 uL 
PCR 产物 , 加 2 uL 6 x loading buffer 混合 上 样 ， 由 
1% DRAB EBC DK DEFT a 

根据 扩 增 得 到 的 核心 序列 测序 结果 , 分 别 设计 
RACE 外 围 引物 5O-NIICP 和 30O-NIICP 及 内 围 引 物 
SI-NIICP 和 3I-NICP, 根据 RACE 试剂 盒 说 明 书 分 
别 进行 5'-RACE A13'-RACE, 得 到 目标 cDNA 5’ 
Big A 3 ' 端 序列 , 扩 增 产物 经 琼脂 糖 阔 胶 电 泳 检 测 ， 
并 制 胶 回收 目的 片段 ,连接 到 pMD18-T 载体 上 
(TaKaRa 公司 )16 HR, 连接 产物 转化 到 大 肠 杆 
Ei JM109 感受 态 ， 随 机 挑 取 8 个 单 菌落 于 含 Amp 
的 LB 培养 液 过 夜 培 养 , 取 1 pL ARE AA 
PCR, 将 鉴定 为 阳性 元 隆 的 3 管 不 同 单元 隆 菌 液 送 
上 海 桑 尼 生 物 科技 有 限 公 司 测序 。 测 序 结果 应 用 
DNAMAN 软件 进行 拼接 获得 全 长 cDNA。 根 据 获 得 
的 全 长 cDNA 序列 , 设计 引物 NIICP-FL-F 和 NIICP- 
FL-R, 对 获取 的 全 长 cDNA 测序 验证 。 
1.5 序列 分 析 及 进化 树 构 建 

根据 DNAMAN 拼接 获得 的 全 长 cDNA 序列 信 
A, 利用 开放 阅读 框 分 析 软 件 ( ORF finder http :// 


GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGAGTCATACCGTCACCTGTC 
GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGATACGTGCAGGAGAGGAC 
GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGCAGATTGTGTGGACAGG 


www. ncbi. nlm. nih. gov/gorf/gorf. html ) 预测 开放 阅 
读 框 及 重 日 质 翻译 情况 , 使 用 NCBI Blastx 447% 
基 酸 序列 同 源 性 比 对 , 使 用 在 线 工具 ExPASy 
(http:// web. expasy. org/protparam ) X 4 A JE MI] 
子 量 、 理论 等 电 点 等 进行 预测 , 采用 SignalP 3. 0 
(http:// www. cbs. dtu. dk/services/SignalP-3. 0/) 进 
行 信号 肽 的 预测 ， 采 用 在 线 工 具 InterProScan 
(http:// www. ebi. ac. uk/Tools/pfa/iprscan/ ) X] & 
日 质 功能 域 进行 预测 。 将 同 源 性 较 高 的 物种 氨基 酸 
序列 下 载 并 利用 MEGA 5.05 软件 的 邻接 法 
( Neighbor-Joining ) 构建 系统 进化 树 。 
1.6 褐飞虱 NIICP 的 基因 表达 分 析 
采用 奖 光 定量 PCR 技术 检测 表皮 和 集 日 基 
NUCP FEE KEIL -5 龄 右 虫 和 羽化 1 d 短 翅 成 虫 及 
怀 卵 短 翅 成 虫 体内 的 表达 变化 动态 , 不 同 发 育 时 期 
样品 重复 3 次 。 分 别 取 10 头 成 虫 或 30 ~ 50 KER 
提取 RNA, 反 转 录 cDNA 后 进行 4 倍 稀释 , TEAR 
光 定量 的 模板 。 根 据 cDNA 序列 信息 设计 灾 光 定量 
秆 异性 引物 QNIICP-F 和 QNIICP-R (R 1), LA B- 
actin 基因 作为 内 参 基 因 (Chen et al., 2010) ， 采 用 
2 ETRE, DISKRET 龄 若虫 作为 参照 , W 
究 目 标 基 因 在 褐飞虱 不 同 发 育 时 期 的 表达 情况 。 实 
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AE E PCR 采用 10 uL 体系 : SYBR (TaKaRa 
Code: DRR420A) 5 uL, 引物 (10 pmol/L) & 0. 2 
uL, ROX Reference (50 x )0.2 uL, cDNA 模板 
1 pL, fil ddH,O 补 齐 至 10 pL. PCR 采用 两 步 法 进 
行 : 95°C 预 变性 30 s; 950 APES s, 57C 退火 45 
s, 40 次 循环 。 
1.7 ”表皮 很 昕 基因 dsRNA 的 合成 

根据 已 获得 的 全 长 cDNA 序列 信息 设计 靶 回 
NUCP 的 双 链 RNA Fat H ER (dsNUCP) , ， 同 时 根据 
绿色 灾 光 和 蛋白 GFP( GenBank 登录 号 : AF234298 ) 序 
列 信息 设计 用 于 对 照 的 dsGFP。 为 了 提高 转录 的 效 
率 , 设计 引物 参照 Milligan 等 (1987 ) 并 在 特异 性 引 
Y 5 端 加 保护 碱 基 (CCATCC ) K T7 启动 子 
( TAATACGACTCACTATA )， 用 于 干扰 的 片段 
dsNUCP 位 于 NUCP 的 50 ~ 424 bp, dsGFP 位 于 
GFP 的 281 ~630 bp, 不 包含 灾 光 定量 PCR 检测 的 
HE, 以免 影 响 RNAI 后 转录 水 平 的 检测 。 利 用 普 
通 PCR 扩 增 后 进行 割 胶 回 收 并 送 苦 液 测 序 ， 提 取 
已 加 保护 碱 基 和 T7 启动 子 的 质粒 作为 PCR 模板 ， 
再 次 进行 PCR 并 制 胶 回收 , 将 割 胶 回收 的 产物 作 
为 转录 的 模板 。 

体外 转录 体系 为 : ATP, GTP, UTP 和 CTP 各 2 
uL, He 2 uL, 模板 (DNA) 5 uL, 10 x Reaction 
buffer 2 uL, 加 RNase free water #£ 10 uL, 37 CR 
应 16 h。 最 后 在 反应 体系 加 1 uL TURBO DNase, 
37C 15 min 去 多 余 的 DNA 模板 。 合 成 的 dsRNA 使 
HEISA ERE E yk A Nanodrop 2000 ( Thermo ) 进行 
质量 及 浓度 检测 ,并 保存 于 -80Y 备 用 。 
1.8 饲 喂 法 进行 RNAI 

采用 Fu 等 (2001) 人工 饲 料 的 配方 和 装置 对 褐 
飞 虱 进行 dsRNA ALH, 每 个 双 通 玻璃 管 放 人 
15 头 孵 化 3 d (1 龄 末 2 IRB) RAB te KRE 
E, 两 端 用 双 层 Parafilm 膜 封 住 , 在 两 层 膜 中 间 加 
入 20 uL AL ital et (dsRNA 终 浓度 为 0.5 pe/pL)o 
每 天 更 换 人 工 饲料 , 并 统计 褐飞虱 存活 率 、 表 型 变 
化 、 发 育 畸 形 等 。 同时, FAIR dsRNA 后 的 1, 2, 
4, 6 和 8 d, 分 别 随机 取 10 LAA BUN te KAA 
虫 进 行 RNA 的 提取 , 反 转 录 为 cDNA 并 5 倍 稀释 ， 
LOCA) 用 于 后 续 灾 光 定 量 PCR 检测 目标 基 
因 的 干扰 效果 。 
1.9 数据 分 析 与 统计 

褐 飞 乱 干 扰 后 存活 率 及 基因 表达 量 差 异 比较 采 


用 SPSS 16.0 Independent-Samples T Test 进行 显著 
性 差异 分 析 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 褐飞虱 NUCP 的 cDNA 全 长 克隆 及 序列 信息 
分 析 

Uia Kil cDNA 为 模板 , 以 引物 NUCP-F1 和 
NIICP-R1( 表 1) 进行 核心 序列 PCR 扩 增 , 获得 预期 
大 小 的 目标 片段 , 测序 结果 表明 该 片段 大 小 为 405 
bp, 经 比 对 与 转录 组 提供 序列 一 致 。 经 NCBI Blastx 
分 析 发 现 , MEN ER ARRE EA 
Culex quinquefasciatus BERN HEN AHRF 7] 
同 源 性 达 65% 。 根 据 核 心 序列 测序 结果 设计 RACE 
引物 ( 表 1) 进行 CDNA 全 长 的 克隆 , S’RACE 获得 
344 bp 的 特异 性 序列 ,3'RACE 获得 394 bp 的 特异 
性 序列 ,部 分 未 重合 序列 134 bp, 这 3 段 序列 经 过 
DNAMAN 拼接 得 到 的 表皮 和 蛋 日 基因 序列 全 长 为 823 
bp( 图 1)。 经 过 全 长 cDNA 的 克隆 验证 ， 所 得 序列 
与 拼接 序列 一 致 , 因此 , 命名 为 NUCP (GenBank 登 
录 号 为 人 F6S0728 ) 。 

经 ORF finger 7} HT #244, cDNA 全 长 序列 含有 
一 个 完整 585 bp 的 ORF, 编码 194 TARR, 5'- 
UTR 4Ẹ 112 bp, 3’-UTR 共 126 bp, 具有 上 典型 的 
polyA 结构 , 预测 分 子 量 为 21.49 kDa, 理论 等 电 点 
为 5.96, WBA AA RE A EY R&R 保守 结 
构 域 : CHIT_BIND_RR_2 A CHIT_BIND_RR_1, 
SignalP 3.0 HNZEHRTAKKEN 16 个 氨基 酸 的 
信和 号 肽 : MFTLLLVAALSGTVHS(H 1), 

采用 MEGA 5.05 软件 对 包括 神 飞 虱 在 内 的 11 
种 昆虫 表皮 和 蛋白 基因 编码 的 氨基 酸 序 列 进行 系统 进 
化 树 的 构建 。 系 统 进化 树 分 析 表 明 , REN. 
lugens 为 单独 的 一 类 , E ACK Pediculus humanus 
corporis AN IR MFH IX Aedes aegypti, DEE C. 
quinquefasciatus 系统 发 育 关 系 较 近 ( 图 2). 
2.2 18 KE NUCP 在 不 同 发 育 时 期 的 表达 分 析 

利用 交 光 定量 PCR WR EAA ER Kal 
不 同 发 育 阶段 进行 转录 水 平 的 定量 ,结果 表明 表皮 
重 日 基因 在 1 -5 龄 奋 虫 中 均 有 表达 , 在 3 RAR 
时 表达 量 达 到 最 高 ， 而 在 成 虫 体 内 基本 无 表达 ,说 
明 该 表皮 和 蛋 日 基因 表达 时 期 为 磊 虫 期 , 属于 厂 虫 表 
皮 重 日 基因 (图 3)。 
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ji cgttttgtatcctgccaagaagtgcctttcttccttcctgcattcacgcacgcacttaca 
61 cccaccacacacacacgegtttgttggegegstatacaaggatcactcccagctATGTTTAC 
1 M F T 
121 GTTACTTCTCGTAGCCGCCCTATCGGGTACAGTCCATTCAGCTGCCCAATCACAGTACAG 
4 LLL VAALS GT VHSB AAU SHUTS 

181 TCTCTTCACGAGAGTTCACCCCGTTCATCCGACTCAAGTGCCGCATCTCCAGCATGCTCC 
24 LD FT Rk Y.-H FP FY EF Pte ¥ Poe @ et AP 
241 GGAAGCCAGCTATCACCCTGAGCAGCTGCAGAGACACCATGAGGCGCCACTACCTATCGC 
44 E 4 Y HP Fg LS EB HA EA PL FP TL A 
301 GGTGGCCGCCTACACCCGTAGAGACGCACAAGCCAAGGAGTTCGTCCCTATCTTGGCCTA 
64 VA A Y TER DAN A KE PP ¥Y P ILA TY 
361 CTCCAATGATATTGCGTTCGACGGAACTTACTCTTACAATTACGAGACAGGTGACGGTAT 
84 S N D I A F IN 
421 GACTCGTCAGGAAAGTGGAGTGATGAACAACAGGGGGACCCCGGACGAGGCCCCCTCAGT 
104 有 
481 GACGGGGTCCTACTCCTACACAGACCCCGAGGGTCGCCTCATCAAAGTCAACTATGTCGC 
124 te ee De Poe Ge Re oh KO eNO NA 
541 CGATGCTAACGGATTCAGAGCGGAAGGGGACCATCTCCCCACCCCTCCCCCTATCCCGGT 
144 Dike tee DS P I P V 
601 GGCAATCCTGAGGTCGCTGGAGTACATAGCCGCCAAACAGAGATCGGAGCCGATAGATAG 
164 A FLEES LET J A EE ES & PI ER 
661 GAATAGCTACAATGAGAGGATAGTTACTTCGAAGTGATCTCTGGTTAGGAATAGAAGTTT 
184 N S- BER I ¥ TE RR 

Tal tttgaggaaagaacacgaaaaactgatcaataatagtgttattggaactttagaaagagt 
781 actacttaaacccaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa 


图 1 褐 飞 乱 表 皮 和 蛋白 基因 NUCP 全 长 cDNA 序列 及 氨基 酸 序列 分 析 
Fig. 1 Nucleotide sequence and amino acid sequence of NIICP from Nilaparvata lugens 
CHIT_BIND_RR_2 结构 域 用 阴影 标识 ; CHIT_BIND_RR_1 结构 域 用 下 划 线 标识 。Chitin-binding type R&R domain profile are shaded in grey, and 


chitin-binding type R&R domain signature are underlined. 


77 Acromyrmex echinatior 

54 Nasonia vitripennis 

78 Tribolium castaneum 
Antheraea yamamai 
99 Papilio xuthus 
64 Bombyx mori 
Nilaparvata lugens 

59 Pediculus humanus corporis 

57 一 一 Aedes aegypti 


100'— Culex quinquefasciatus 


Acyrthosiphon pisum 


===] 
0.1 


图 2 褐飞虱 及 其 他 昆虫 的 表皮 和 蛋 晶 的 进化 树 
Fig. 2 Phylogenetic relationship of insect cuticular proteins of Nilaparvata lugens and other insects 
昆虫 名 称 及 其 表皮 和 蛋白 的 GenBank 登录 号 Insect species and GenBank accession numbers of their cuticular proteins: Hi 44 Acyrthosiphon pisum 
( NP_001165736 ) ; HJ} EY Acromyrmex echinatior ( EGI57989) ; RÆ Antheraea yamamai ( AER27818) ; ZÆ Bombyx mori (NP_001166719) ; 凤 
WÈ Papilio xuthus (BAM17684) ; PEJE Culex quinquefasciatus ( XP_001851247); #§ K Al Nilaparvata lugens ( KF650728 ) ; 丽 晶 师 集 金 小 蜂 
Nasonia vitripennis ( XP_001600141) ; AJR T Pediculus humanus corporis ( XP_002428599) ; IWF Tribolium castaneum ( XP_968739) ; 埃及 伊 
蚊 Aedes aegypti (XP_001648731). 分 支 节点 上 的 数字 表示 1 000 次 上 自 举 检验 得 到 的 Bootstrap 值 ; 比例 尺 表示 每 个 位 点 的 碱 基 蔡 换 数 。Numbers 


on the branch node indicate the Bootstrap values of 1 000 replicates. The bar indicates the estimated number of substitutions per site. 
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